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摘要 : 昆虫 肠 粘 蛋白 (invertebrate intestinal mucin, ПМ) 是 围 食 膜 (peritrophic membrane, PM) 的 重要 和 蛋 昌 组 分 之 一 ， 
在 保护 昆 忠 免 受 微生物 侵 染 方面 起 着 非常 重要 的 作用 。 本 人 研究 以 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 5 龄 幼虫 中 肠 总 RNA 为 
模板 ,根据 已 知 的 甜菜 夜 蛾 肠 烙 蛋 日 SeIIM-8 基因 的 cDNA 序列 (GenBank 登录 号 : ABW06596 ) 设 计 引 物 ， 利 用 RT- 
PCR 技术 扩 增 得 到 甜菜 夜 蛾 肠 烙 蛋 白 基因 SeM-8， 序 列 分 析 发 现 其 开放 阅读 框 (open reading frame, ОКЕ) 长 2 703 
bp， 编 码 900 个 氨基 酸 残 基 ， 预测 分 子 量 为 95.7 а, ООН, 其 氨基 酸 序列 (GenBank 登录 号 : 
GU255994) 与 棉铃 虫 Helicoverpa armigera( Hübner) 、 粘 虫 Mamestra configurata A/N Sk, Plutella xylostella ЖЕН А) 
一 致 性 分 别 为 48% ，49% Ж 45% ~ Western blot 分 析 结 果 表 明 ，SeM-8 ЖЕН TERIS Tio ЕЖЕН ЕНУ ӘН Ж 5 龄 幼虫 
的 围 食 膜 、 中 肠 和 凑 便 中 都 有 存在 ， 在 5 龄 幼虫 马 氏 管 、 脂 肪 体 、 唾 腺 、 血 淋巴 等 组 织 部 位 没有 发 现 。 本 人 研究 为 进 
一 步 研 究 ПМ 结构 和 功能 ， 寻 找 生物 防治 新 靶 标 英 定 了 理论 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and detection of tissue-specific expression of the 
intestinal protein gene SeM-8 from Spodoptera exigua ( Lepidoptera: 


Noctuidae) peritrophic membrane 
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Baoding, Hebei 071001, China; 3. Biology Institute, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang 050051 , China) 
Abstract: Invertebrate intestinal mucin ( IIM) is one of the important components of proteins on peritrophic 
membrane and plays a very important role in the protection against microbial infection of insects. The 
instestinal protein gene SeM-6 was amplified from 5th instar larvae of Spodoptera exigua by using RT-PCR 
technique. Sequence analysis showed that its open reading frame ( ORF) is 2 703 bp in length, encoding a 
polypeptide of 900 amino acid residues with the predicted molecular mass of 95. 7 kDa. SeM-8 protein 
shares 48% , 49% and 45% identities in amino acid with homologues from Helicoverpa armigera , Mamestra 
configurata and Plutella xylostella , respectively. Immuno-localization analysis showed that SeM-8 could be 
detected in egg, peritrophic membrane, midgut tissue and fecal pellets, but not detected in Malpighian 
tubules, fat body, salivary glands and haemolymph of 5th instar larvae. The results provided a foundation 
for pest management by using midgut as target. 

Key words: Spodoptera exigua; peritrophic membrane; invertebrate intestinal mucin; RACE; cloning; 


expression; localization 


ВИЗЕ К Spodoptera exigua )® ГБН Н АР, ЖМЕФЖЯСЕЙ, ШИЕ. МЕТА АСА (Osorio 
是 一 种 世界 性 分 布 、 间 鞭 性 大 发 生 的 杂食 性 害虫 。 它 ”sw 2008), HRBRORDA ER, АРНОО E DO 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (30771447) ; 国家 重点 基础 研究 发 展 规划 (“973” 计 划 ) 项 目 (2009CB118902); 留学 人 员 科 技 活动 项 目 ; 
国家 现代 农业 (花生 ) 产业 技术 体系 项 目 

作者 简介 : FE, Ж, 1983 年 生 ， 河 北 卢 龙 人 ， 硕 士 研 究 生 ， 研 究 方向 为 农业 昆虫 与 害虫 防治 ，E-mail: 1413liwen@ 163. com 

* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail; guowei_hbau@ yahoo. com. cn; guowei@ hebau. edu. сп 

收 稿 日 期 Received; 2010-01-26; 接受 日 期 Accepted: 2010-06-17 


728 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 卷 


严重 ， 尤 其 今年 在 次 东南 大 爆发 ， 危 害 狙 狂 。 

昆虫 围 食 腊 是 由 几 丁 质 和 和 蛋白 质 组 成 一 种 非 细 
胞 膜 结 构 ， 由 中 肠 分 泌 ， 保 护 细胞 免 受 机 械 性 损伤 
和 细胞 微生物 侵 染 。 昆 虫 肠 粘 重 日 是 围 食 膜 的 重要 
组 成 成 分 ， 在 昆虫 生命 过 程 中 具有 重要 作用 。 其 生 
化 特性 与 脊椎 动物 粘 和 蛋 日 相似 ， 在 食物 消化 过 程 中 
起 者 重要 作用 ， 并 具有 保护 昆虫 的 消化 道 ， 防 止 微 
ЕШ БЕН РІНЕ. ATES H H НЕЕ МЕЗІ 
分 子 生物 学 方面 已 被 广泛 研究 ， 而 昆虫 的 粘 和 蛋白 研 
25xh d 4H ИВ. Wang 和 Granados(1997a, 1997b) 
从 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 幼虫 中 鉴定 出 第 一 个 无 
THESE. BUS. Жың, Ж, АВ 
В Aedes aegipty. ЛАА RI RH SIE Tic IR HR a. EL ULTH 
继 被 发 现 (Shi et al., 2002, 2004; Sarauer et al., 
2003; Devenport et al., 2006; 85, 2008; 2, 
2008). FEAR EA FP] FEA e EE 0- 联 糖 基 化 位 点 ， 
BIS EL ZETA ( тисіп domain, MD) ， 大 多 是 富 合 
MAR DAR АННЕ Ы, EZH OK 
糖 组 分 种 类 是 半 乳 糖 -N- 乙 酰 - 半 乳糖 胺 ， 糖 与 蛋白 
通过 形成 氧 键 和 范 德 华 力 连接 在 一 起 。 高 度 0- 联 
糖 基 化 这 一 结构 特点 ， 使 昆虫 肠 粘 蛋 日 高 度 抗 蛋 日 
水 解 酶 降解 并 且 保 护 消化 系统 不 受 病原 微生物 入 
f. 因此， 对 害虫 生物 防治 的 靶 标 一 一 中 肠 围 食 膜 
的 重要 组 成 成 分 粘 蛋 日 的 研究 ， 在 害虫 防治 方面 有 
重要 的 意义 。 目 前 对 ПМ 进行 了 较为 深入 的 研究 ， 
主要 在 人 研究 分 子 结构 特点 并 利用 其 结构 特点 研究 其 
围 食 膜 形成 机 理 ， 但 至 今 未 见 对 编码 甜菜 夜 蛾 肠 烙 
人 重 日 全 长 序列 的 相关 报道 。 

本 人 研究 根据 已 租 选 出 的 SellM-8 基因 的 cDNA 
3 “末端 的 序列 信息 ， 利 用 КАСЕ 方法 ， 克 隆 得 到 编 
о ГАНЕ ПМ 基因 (SeM-8) cDNA 的 完整 ORF, 
对 其 编码 的 蛋 日 序列 的 结构 特点 、 同 源 性 进行 分 
析 ， 并 在 原核 细胞 中 表达 出 重组 蛋白 ， 制 备 了 特异 
НИЖ, ЭЗЕН SeM-8 在 不 同 组 织 中 进行 了 免 
疫 分 析 。 


1 材料 与 方法 


1.1 甜菜 夜 蛾 、 菌 株 及 质粒 

甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 ， 由 河北 农业 大 学 昆虫 生化 
分 子 生物 学 实验 室 提 供 ， 以 人 工人 饲料 饲 喂 ， 饲 养 温 
度 25+1%C ， 光 周期 14 h:10 h (L:D)。 大 肠 杆菌 
Escherichia coli ВІ21, TG1 和 质粒 pET-32a 由 本 实 
验 室 保存 。 





1.2 甜菜 夜 蛾 中 肠 总 RNA 的 提取 

选取 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 组 织 ， 按 照 
RNeasy Mini Kit( QIAGEN, ， 德国) 说明书 进行 RNA 
提取 。 总 RNA 质量 通过 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 。 
1.3 引物 设计 

根据 实验 室 早 前 克隆 得 到 的 甜菜 夜 蛾 SelIM-8 
基因 的 3“ 末端 序列 (CenBank 登录 号 : EU047712 ) ， 
使 用 Primer 5. 0 软件 和 DNAMan 软件 分 析 该 序列 ， 
并 按照 SMARTer" RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 
(Clontech, 美国 ) 说 明 书 的 要 求 ， 设 计 了 SRACE 
7 4 ORF cDNA 序列 的 特异 性 引物 ( gene-specific 
primer, GSP) : 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCA 
AG-3', AR d$ 5' RACE 反应 产物 测序 结果 和 
ЅеПМ-8 序列 设计 和 合成 了 分 别 含 有 BamH 工 和 Sal 
I 酶 切 位 点 的 一 对 全 长 引物 GSP1: 5'-GCGGATCC 
ATGTTCAAAAACTTACTATTCTTG-3' 和 GSP2; 5-- 
СССТССАСТТАСААТТССТСААСССТС-3”, ВТ 6 5| 
物 均 由 上 海 生 工 生物 技术 有 限 公 司 合成 。 
1.4 5'КАСЕ 反应 
1.4.1 第 一 链 cDNA 的 合成 : 按照 ЅМАНТег“ 
RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 提供 的 方法 进行 反 转 录 。 
取 1.0 pg 总 RNA， 加 入 2.0 pL5 x First-Strand 组 
冲 液 ，1.0 uL ЕЕ (ОТТ) (20 mmol/L), 
1. 0 uL dNTP 混合 液 (10 mmol/L), 1.0 uL 5'-CDS 
5| 9] ^, 1 uL the SMARTer ПА oligo, 0. 25 uL RNA 
酶 抑制 剂 (40 U/uL) , 1.0 uL SMARTScribe “ 5 && 
录 酶 (100 U), ， 总 反应 体积 为 10 р. БЛЯ: 
72*C 3 min，42% 运行 90 min，70% 运行 10 min, 
cDNA 产物 用 Tricine-EDTA 缓冲 液 稀 释 后 – 20% 
保存 。 
1.4.2 ФМ ИЛЕН 5 Rm cDNA: 以 合成 
HJ cDNA 为 模板 ， 再 分 别 加 入 34. 5 uL PCR-Grade 
Ж, 5.0 uL 10 x Advantage 2 PCR 缓冲 液 ，1.0 uL 
dNTP 混合 液 ，1.0 uL 50 x Advantage 2 聚合 酶 混 
ФЙ, 2.5 uL S'-RACE-Ready cDNA, 5 uL UPM 
(10x), 1.0 uL GSP(10 jmol/L) , ДЯ Hj UPM 
ЖІ GSP 作 引 物 的 反应 作为 对 照 ， 扩 增 程序 为 : 
94% 3511 30 в, 689354130 s，72% 延伸 3 min, 
1.5 5” RACE-PCR 克隆 、 全 长 序列 扩 增 及 序列 分 析 

扩 增 产物 经 0.8 96 ЖАНЕ К, 312 nm 
紫外 光 下 ， 从 凝 有 上 将 分 子 量 大 小 约 为 1 200 bp 的 
Я 0] К, DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 回收 。 回 收 的 
DNA 与 pEASY-TI 载体 (北京 全 式 金 公司 ) 连 接 ， 转 
化 TGI 感受 态 细 胞 ， 转 化 细胞 在 含有 所 下 抗生素 
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和 X-gal НӘР ЕНЕ ННІ, ЖЫҚ НЕ, Ж 
养 后 提取 质粒 DNA. 酶 切 鉴定 ， 对 鉴定 为 正确 的 阳 
性 元 隆 由 上 海 生 工 生物 技术 有 限 公 司 进行 序列 
测定 。 

用 设计 的 全 长 引物 СӘРІ 和 GSP2 扩 增 全 长 序 
列 ， 其 他 操作 方法 同上 ， 得 到 的 产物 经 序列 测定 正 
确 后 命名 为 pE4S7-T-SeMf-8。 序 列 分 析 用 DNAMAN 
软件 包 ， 对 NCBI 和 EXPASY 数据 库 等 DNA MA 
基 酸 数据 进行 序列 搜索 、 分 析 和 比 对 。 
1.6 ”融合 基因 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 和 融合 蛋白 的 
Western blot 鉴定 

用 BamH I 和 Sal ІХ pEASY-T-SeM-8 双 酶 切 ， 把 
目的 cDNA 卢 段 与 同样 双 酶 切 的 pET-32a 连接 ， 连 
接 反 应 及 转化 实验 均 按照 常规 的 方法 进行 ,重组 表 
达 质 粒 命名 为 pET-32a-SeM-8。 测 序 验证 正确 后 ， 转 
化 BL21 细胞 ， 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳糖 车 (IPTG ) 75 
НЕН 283%, 10% SDS-PAGE 分 析 重 组 和 蛋 日 的 
表达 。 并 用 Western blot 检测 融合 重 日 的 表达 情况 ， 
以 His 抗体 (北京 中 杉 金 桥 生 物 技术 有 限 公司 ) 为 第 
一 抗体 ， 第 二 抗体 为 碱 性 磷酸 酶 标记 的 羊 抗 免 抗体 
(alkaline phosphatase conjugate antibody developed in 
goat, anti-rabbit IgG) ( Sigma) ( 购 自 博士 德 生 物 工 程 
有 限 公 司 ) ， 显 色 反 应 用 NBT-BICP 反应 液 ( 上 海 生 
工 生物 技术 有 限 公 司 ) ， 参 照 《分子 克 隆 操作 指南 》 
Western blot KRR HIT. 
1.7 SeMS 特异 性 抗体 制备 

按照 Wang 和 Granados (2003) 以 及 Guo 等 
(2005) 制备 SeM-8 特异 性 抗体 ， 并 检测 特异 性 抗 
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图 1 甜菜 夜 蛾 SeM-8 基因 RT-PCR 产物 的 电泳 分 析 
Fig. 1 Electrophoresis analysis of the RT-PCR products 
of Spodoptera exigua SeM-8 gene 

M: 分 子 量 标准 入 -EcoT14 I Digest Marker; 1: УД GSP #1 ОРМ 为 引物 
的 RT-PCR 产物 RT-PCR product amplified with primers GSP and UPM; 
2: 以 GSP 为 引物 的 PCR 产物 PCR product amplified with primer GSP; 
3: 以 UPM 为 引物 的 PCR 产物 PCR product amplified with 
primer UPM. 


体 的 特异 性 。 以 甜菜 夜 蛾 围 食 膜 总 蛋白 为 样品 ， 第 
一 抗体 为 SeM-8 特异 性 抗体 ， 第 二 抗体 为 碱 性 磷酸 
酶 标记 的 羊 抗 免 抗 体 ， 用 Western blot 方法 检测 。 
1.8 SeM-8 粘 绰 白 在 甜 莱 夜 蛾 幼虫 中 不 同 组 织 中 
的 表达 分 析 

从 甜 业 夜 蛾 即将 氏 化 的 卵 和 5 НЕЕ 
膜 、 中 肠 、 马 氏 管 、 脂 肪 体 、 唾 逐 、 血 淋巴 等 组 织 
ЖЫН, U SeM-8 特异 性 抗体 进行 Western 
blot 分 析 ， 检 测 SeM-8 ЖЖ H EMKA IRA [e] 2H £8 
中 的 表达 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 5' RACE 

提取 甜菜 夜 蛾 中 肠 组 织 总 RNA， 经 反 转 录 获 
得 cpDNA， 利用 5' RACE-PCR 方法 扩 增 甜菜 夜 蛾 肠 
WEH cDNA 的 5 末端 基因 。 用 设计 的 基因 特异 性 
引物 (GSP) 和 通用 引物 (UPM ) 进行 КТ-РСК, 2 
0. 896 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 得 到 一 条 约 1 200 bp 
的 片段 (与 预计 昆虫 肠 烙 和 蛋白 基因 大 小 相 吻 合 ) 和 
一 条 800 bp 的 非特 异性 带 ( 通 用 引物 扩 增 产物 ) (图 
1) 。 对 第 一 条 带 cDNA 进行 回收 、 纯 化 和 测序 。 结 
有 果 表 明 ， 这 个 PCR 产物 是 目的 基因 片段 ， 并 与 预 
期 1 200 bp 大 小 一 致 。 
2.2 甜菜 夜 蛾 SeM-8 全 长 cDNA 的 克隆 及 其 序列 
分 析 

根据 测序 得 到 的 SeM-8 基因 5" 端 序列 ， 和 已 知 
9 3' АУ SellM-8 基因 序列 设计 全 长 引物 ， 扩 增 得 
到 约 2.7 kb 的 cDNA 片段 (图 2), 命名 为 SeM-8, 


M 1 


2690 bp 





图 2 甜菜 夜 蛾 SeM-8 基因 阳性 克隆 的 PCR 鉴定 
Fig. 2 Identification of positive clones of Spodoptera 
exigua SeM-8 gene by PCR method 
M: 分 子 量 标准 А-ЕсоТ14 I Digest Marker; 1: 以 GSPI 和 GSP2 为 引 
物 的 PCR 产物 PCR product amplified with primers GSP1 and GSP2. 


730 


ORF 长 703 bp， 编 码 一 个 由 900 个 氨基 酸 组 成 的 
重 日 ( CenBank 登录 号 : CU255994) ， 预 测 分 子 量 
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CBD), 保守 区 中 的 半 胱 氨 酸 形成 3 对 二 硫 键 ，1 
个 N- 联 糖 基 化 位 点 ，1 个 粘 重 日 结构 域 。 几 丁 Bi 


为 95.7 kDa (图 3)。 预 测 信 和 号 肽 序列 为 合 功 能 域 保守 区 特征 结构 为 CXi3s CX; CX, CX; 


MFKNLLFLAALGLALA , 该 基因 的 氨基 酸 含有 6 个 
保守 的 几 丁 质 结 合 功 能 域 (chitin binding domain, 
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图 3 


AIGTTCAAAAACTTACTATTCTTGGCGGCCTT AGGGCT AGCCTTGGCCCGGCCCAACGATGAGGCGAGTCCAATG 
NF K NLLFLAALGLALA RP NDEASPM 
AGCTTCTACGAGCCTCATGATGACTGTCCTCCTGCAGAGGTCCATTTCCTCCTTCCTCACGAAT ATGACTGCACC 
SF Y EP HDDCPPAEVHFLLPHEIDCI 
AAATTCTACTACTGTIGAATATGGICTAAAGTGGATTGAACCCCGAAGCTGCGCTCCAGGAACGGAATTCAATGCT 
EF T T C EIGLETYIEP RSCAPGTIEF BA 
GCGGCACAGGGTTGTGTACATCCAGTTGACTCTGGATGCCATCT ACCTGGACCTGGAGGAAGTTCAACTCAAGCA 
ААЕССҮНРҮ DSGCHLPGPGGSSIGHMSSMA 
CCGACCACTTCTCAAGTGCCAACAACT ACAACAACAACTCAAGCACCT ACAACAACAACT ACT ACAACAACTCAG 

II TS YI Жж T TT T TT AP TT TT TT TT 
GCACCAACAACCACGACAACT ACAACAACTCCAGT ACCT ACAACCACAACAACT ACAACCACTCCAGCACCT ACT 
APT I TT TT TT FYPF TT TT TT TT T PF AFI 
ACAACAACAACTACTACCACCACAACAACCCCGGCACCAACGACT ACAACAACT ACAACAACTCCGGCGCCCACG 
L1 FT TT TT TT TFA PF TI II II- LI TI rA: 
АСТАСААССАСТАСААСААСТСССССАССААССАСААСТАСААСААСАСАСССАССААССАСТАСААСААСААСА 
I.I I I.I II AAT Т IIIIISAII.II.III 
CAGGCACCAACCACAACAACAACAACACAGGCACCAACCACAACAACAACAACAACACAGGCACCAACCACT ACA 
aQ A FII ITITIIIUMAIIIIIIIIUWAIIII 
АСААСААСАСАСССАССААСААСТАСААСССААССТТСААССАСТАСТСААСАААСААСТТСТСТТССТССАТСС 
ТТТӨОАРТТТТӨОАБ5 TTT gG GO T S S V GP 5 
AGCACTTCTAGACCTGACTGCGATTTCTTGGACAATGGCTGCCCAGCTGACTTTGACGTCCATTGGCTCCTCCCT 
STSRPDCDFLDBHBEGUCPADEFDVHTUTLLP 
CATGAGGAGTACTGCAACAAATTCTACT ACTGTGAT AAAGGACAACTTGTTGAAAGGTTCTGCGCTCCCGGT ACC 
H EE TC BH EF I I C DE G Q L V E E F € &À P G T 
GICTICAGTCCCATTGT AGGCGTCTGCGTTCACCCTGTTGACTTICGACTGTGGAGACAAAGGCATTGCGGATCAA 
VF SPIVGVCVHPVDFDCGDEKÉGIADSOA 
CCTGATGGTCCAATCGATGAT AAT AACAAACCCTGCAACGGAACTGACAACGAT ATCGGTGAGGTCCTCGAAAAT 
PDGPIDDHNHNHEKPCNHGTDENHDIGEVLEMNIN 
GGATGCCCAGCTAACTTTGACGTGCACCATCTCCTCCCTCACGAAAC AGACTGCGACAAATTCTACTACTGCGTC 
G CP A BF DV H HLLP HETDUCDEFIICIY 


CATGGACAAAAAGTTGTGAGCCCCTGTGCTCCTGGCACGCACTTCAACTACGAAATCCAGGCTTGTGACTGGCCT 
H GQ EVV SPC APGTHFBHBHIEIGQACLD IS P 
TACAACGIGAACTGCGTCCCTGGTGGIGGCGACAATGATGATGACAATGACCCTGAT AATGAAGATGACTCTGAC 
І HY HCVP GG GDNDDDHNDPDHNHEDDSIL 
TCCGAAAGTGTTGAGATCAATGATCCTGAAGACAATGGCTTCGT ACCCCTTCCT AACGGATGCCCAGC AGACTTT 
SES VEINDPEDHNHGEFVPLPBHGUCPADF 
AGTATCCATCATCTCCTGCCTCACGAAAGCGACTGCAGCAAGTTCT ACT ACTGTGTCCACGGAC AGAAAGT AGTC 
SIH HLLPHESDCSEFIICVHGOUQKVV 
TCCAGCTGTGGACCTGGAACTCATTTCAACCCTGTTCTTCAGGTTTGCGACTGGCCACACAACGCTGGATGCGAA 
SS C GPGTHYUF BPVLUQUVCDTVTVPHBNAGCE 
CAGTCATCCAACTGCCCTGGTGGCAAC AACTGCCCGGGAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCA 
855 NH CP GGNNHCPGDDDEKPGCHNHGNCP 
GAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGC 
E DDDKPGCNHGNCPEDDDEKPGCHNHGHNC 
CCAGGAGATGATGATGAT AATGGCTTCGT ACCCCTCCCCAATGGATGCCCATCAGACTTTGACATCCACCACCTC 
PGDDDDNHGFVPLPBNHGCPSDFDIHHML 
CTGCCTCATGAGAGCGACTGCAGCAAGTTCT ACT ACTGTGTCCACGGACAGAAAGT AGTCTCCAGCTGTGGACCT 
LP HESDCSEF I ICVHGUükvwvssccep 
GGAACTCATTTCAACCCTGTTCTTCAGGICTGTGATTGGCCGGCAAATGCTGGATGTGAACACTGGAATCCCGAT 
G T HF B PV L QV CDVP ABH AGCE H !" NH P D 
GGACCAGTCTGTGACGGCAACTGCCCCGGAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCAGAAGATGAT 
GP VCDGNCPGDDDEKPGCHNHGNCPEDIDAD 
GACAAACCCGGTTGTAATGGT AACTGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCAGAAGAT 
D KP GC NG HC PF EDDD KP GC NHG HC PF ED 
GATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCAGAGGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCAGAA 
D D КРССНСЕСРЕРВППКРССНСЕСР Е 
GATGATGACAAACCCGGTTGTAATGGT AATTGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCA 
DDDKPGCNGNCPEDDDEKPGCNHGNCP 
GAAGATGATGACAAACCCGGTTGTAATGGT AACTGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGC 
EDDDEKPGCNHGNCPEDDDEKPGCHGHNC 
CCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGTAATGGT AACTGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AAC 
PEDDDEKPGCNHGHNHCPEDDDEKPGCNGHN 
TGCCCAGAAGATGATGACAAACCCGGTTGT AATGGT AACTGCCCCGGAGATGACGACCCGGTCTGCGACGGC AAC 
CP EDDDEKPGCNGNCPGDDDPVCLDGIHN 
TGCCCCGGAGGCGACGACCCAGTCACCGACAACCCATGCGCAAATCAATGCAATGTTGCTCCTTGGGCTTCAGAC 
C PGGDDPVTDBHPCABNEQUCHVAPYASD 
GATTGCGACAAATACTGGATGTGTGTI AGGCGACAAGAAGGTCCAAATCACCTGCTCTGAAGGTCTGCATTTCAAC 
DCDETT" BCVGDEEKVUQUITCSEGLIHMFHE 
CCTACAACTTTGACATGTGACTTCCACTGCAACTCAGGTTGTGAGAGGAAGAAGCTCGAGCTCACTGAGCACT AC 
РТТІГ.ТСП ЕН СИЗССЕЕККІЕ ІТ ЕНІ 
GACGGAGTICAGAATTTTCCTTCCATGGAACCAACT AAAT AGCGAAACGAAACGTCTCCTGAGCCTTGAGGAATTG 
DGVRIFLPWVNUQLNHSETEKRLLSLEEL 
IAA 
ж 


编码 肠 粘 蛋白 基因 5еМ-8 ORF 的 核 苷 酸 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 3 Nucleotide sequence of ће ORF and deduced amino acid sequence of SeM-6 from Spodoptera exigua 


СХ,С, SeM-8 ЕЕ НАЛЫ 12,440. RUE 
Hi. РАВ, 重复 序列 为 TTTQAPTTT $ 


核 苷 酸 序 列 标 有 下 划 线 的 序列 为 3 条 特异 性 引物 ， 粗 体 为 起 始 密码 子 АТС 和 终止 密码 子 ТАА; 氨基 酸 序列 标 下 划 线 的 为 粘 蛋 白 结构 域 ， 粗 
体 为 6 个 几 丁 质 结合 功能 域 。The cDNA amplification primer sequences are underlined. The start codon АТС and termination codon TAA are indicated 


in bold. The underlined amino acid sequences are the mucin domain, and the chitin-binding domains are indicated in bold. 
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联 而 成 ， 预 测 其 高 度 0- 联 糖 基 化 。 经 过 BLAST H 
对 ， 该 氨基 酸 序 列 与 棉铃 虫 IHML， 粘 虫 HIM4 和 小 
KIR ПМ 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 48% 49% 
41 45%, 
2.3 同 源 性 比较 
运用 在 线 生物 学 软件 Blast 对 甜菜 夜 峨 肠 粘 蛋 
日 的 氨基 酸 序列 进行 相似 性 搜索 ， 并 运用 Clustal X 
和 MEGA 4. 0 软件 对 甜 瑟 夜 蛾 肠 烙 重 日 的 氨基 酸 序 
列 与 其 他 真 核 生 物 的 须 基 酸 序列 进行 同 源 性 比较 ， 
结 末 表明 АНЭУ Ы УЛЫ, СРС 
Trichoplusia ni, ft TX ik Mamestra configurata 和 小 
ЖІК Plutella xylostella 的 同 源 性 较 高 ; 与 杰 拟 古 盗 
Tribolium castaneum, X] EC, NV. Tz Sy: Anopheles gambiae、 
wI X 5B f 4 ы, Holotrichia oblita, F Н ЛЕН 
Spodoptera frugiperda, J XE Ў $5 Ciona intestinalis , 
МЕ ЩИ EED Nasonia vitripennis 的 亲 绿 关系 较 
Jv; 与 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans М ЗЕ 2X 
关系 最 远 ( 图 4) 。 这 同 它们 在 分 类 地 位 上 的 亲缘 天 
系 远近 基本 是 一 致 的 。 
57 Mamestra configurata ACN52068 
47 Plutella xylostella AAN63949 
100 Trichoplusia ni AAC47557 
Helicoverpa armigera ACB54934 
42 100 SeM-8 
69 Tribolium castaneum ACY95489 
Anopheles gambiae str.PEST XP 320394 
65| 73 Holotrichia oblita ACR20468 
77 Loxostege sticticalis ACQ65651 
100 Spodoptera frugiperda AAS89976 
Ciona intestinalis XP 002120924 
Nasonia vitripennis XP 001603637 
Caenorhabditis elegans NP 493042 
图 4 ШК ЖИЕН SeM-8 与 
其 他 昆 忠 围 食 膜 和 蛋白 进化 分 析 
Fig. 4 Phylogenetic analysis of SeM-8 from Spodoptera exigua 


and peritrophin membrane proteins from other insects 
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44.3 — 
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2.4 原核 表达 载体 的 构建 及 SeM-8 的 诱导 表达 

pEASY-T-SeM-8 通过 BamH І 和 Sal І ХХ 
成 粘性 末端 ， 然 后 亚 克 隆 到 原核 表达 载体 pET- 
32a， 转 化 到 克隆 宿主 菌 TG1 中 ， 经 测序 验证 无 任 
何 碱 基 突 变 后 确定 为 阳性 克隆 ， 命 名 为 pPET-32a- 
SeM-8, 

进一步 将 pET-32a-SeM-8 质粒 转化 到 表达 箱 主 
BÍ BL21, 用 1.0 mmol/L IPTG 于 37% 分 别 诱导 0, 
2, 4, 6 和 8 h， 结 果 见 图 $(A) ， 并 用 His 抗体 验 
证 融合 蛋白 的 表达 ， 见 图 5(B)。IPTG 诱导 时 间 
2 h 后 ， 可 见 到 与 预期 分 子 量 一 致 的 融合 重 白 ， 融 
合 有 蛋白 的 表达 量 已 经 达到 较 高 水 平 ， 随 着 时 间 延 
长 ， 和 蛋白 的 表达 量 并 没有 太 大 的 变化 。 
2.5 SeM-8 蛋白 在 甜菜 夜 蛾 组 织 中 的 免疫 定位 

检测 SeM-8 ЖА ЕА, ЗИ. DEA. BH 
HE. НЕ, ШЕ, BIDÉDBPRIEES BETIS fS Hn BJ 
达 情 况 ( 图 6) 。 检 测 到 SeM-8 ЖЖ НЛЕН ЕЕ IURI rn 
肠 中 都 高 表达 ， 在 马 氏 管 、 脂 肪 体 、 唾 逐 和 血 淋 巴 
中 没有 表达 (图 6: A); 在 即将 鳃 化 的 卵 和 凑 便 中 
可 检测 到 该 蛋 日 (图 6: B)。 还 可 看 出 SeM-8 ЖҰЖ 
日 在 组 织 中 的 蛋白 分 子 量 远 远大 于 预测 分 子 量 
95.7 kDa, HERMA. 


з 讨论 
本 人 研究 利用 5'RACE 方法 ， 克 隆 得 到 了 甜菜 夜 
ПМ 基因 (SeM-8) cDNA 的 完整 ORF ,该 基因 编 


码 的 粘 重 日 含有 6 个 富 仿 半 胱 氨 酸 的 保守 CBD, 1 
个 高 度 0- 联 糖 基 化 的 MD，3 对 二 硫 键 ，1 个 N-E 


B Oh 2h 4h 6h8h 


<---95.7 kDa 


图 5 IPTG 诱导 时 间 对 甜菜 夜 蛾 肠 粘 和 蛋 白 SeM-8 表达 的 影响 
Fig. 3 Fusion expression of Spodoptera exigua SeM-8 protein induced by IPTG at different hours post treatment 
M: 和 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker. 
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图 6 Ж SeM-8 在 甜菜 夜 蛾 组 织 和 结构 中 的 检测 
Fig. 6 Detection of SeM-8 in various Spodoptera exigua tissue and structure samples by western blot analysis 
M: 和 蛋白 分 子 量 标 准 Protein molecular weight marker; 1: 围 食 膜 Peritrophic membrane; 2: 中 肠 Midgut; 3: 马 氏 管 Malpighian tubule; 4: 脂肪 体 
Fat body; 5: 唾 腺 Salivary gland; 6: 血 淋 巴 Haemolymph; 7: 即将 孵化 的 卵 Egg going to hatch; 8: ЕДІН Fecal pellets; 9: 饲料 Diet. 


糖 基 化 位 点 。 分 析 与 其 相似 性 高 的 3 条 序列 可 知 ， 
METE ПМІ 氨基 酸 序列 含有 4 个 CBD, 1 个 完整 
和 1 不 完整 的 MD, 2 对 二 硫 键 , 4 个 N- 联 糖 基 化 
位 点 ; ЯН IM 4 А ЕРНІН 45 CBD, 2 个 
MD, 2 对 二 硫 键 ，12 个 NV- 联 糖 基 化 位 点 ; ТЕ 
的 IM 氨基 酸 序 列 含有 6 个 CBD, 2 个 完整 MD 和 
1 个 不 完整 MD，3 对 二 硫 键 ，1 个 N- 联 糖 基 化 位 
Ко ИЛЕТ, ВНТ 
RRZS EL 5 — 5E 2220. ЛАНЫ CBD 和 MD 
的 大 小 、 分 布 不 同 ， 二 硫 键 和 NN- 联 糖 基 化 位 点 分 
布 个 数 也 不 同 ， 可 知 围 食 膜 和 蛋白 是 由 信和 号 序列 和 数 
量 不 等 的 相似 结构 域 组 成 。 在 富 含 重 日 酶 的 中 肠 环 
ЖЕҢ, ПМ 中 的 糖 和 蛋白 结构 域 中 的 糖分 保护 围 食 膜 
中 的 蛋 晶 成 分 不 被 消化 重 日 酶 水 解 ;重量 与 几 丁 质 
的 高 亲和力 的 结合 同样 也 减 小 了 蛋白 到 露 于 消化 恒 
日 酶 的 程度 ， 降 低 几 丁 质 酶 对 几 丁 质 的 降解 作用 ; 
在 每 个 几 丁 质 结合 结构 域 中 二 硫 桥 的 存在 帮助 稳定 
该 结构 域 ( Wang and Granados, 1997b) 也 有 助 于 围 
食 膜 结构 的 形成 。 

Western blot 结果 表明 SeM-8 ЖЖ H EMKA 
蛾 5 龄 幼虫 的 整个 中 肠 和 围 食 膜 中 高 表达 ， 其 他 组 
织 中 未 检测 到 ,说明 其 是 由 整个 中 肠 分 洲 的 中 肠 和 
围 食 膜 蛋 白 。 这 与 已 知 研究 结果 相似 ， 粉 纹 夜 蛾 肠 
МЕНЕ ЕНИ ЕА Е (Wang and 
Granados, 1997b) , ВИНУ 2S EB F da n] p 
ij, ИННА 6А МИЯ Ж, TEE 
体内 是 不 断代 谢 的 ， 说 明 ПМ 在 昆虫 生命 过 程 中 具 
有 重要 作用 。 

MEH SeM-8 预测 分 子 量 为 95.7 kDa, 但 在 
组 织 中 检测 到 的 重 日 分 子 量 远 远 大 于 预测 分 子 量 ， 
是 由 于 蛋白 在 真 核 细 胞 中 翻译 后 修饰 和 糖 基 化 修饰 


的 作用 。 同 一 组 织 中 烙 蛋 日 SeM-8 显示 两 条 带 ， 可 
能 是 因为 同一 基因 ， 后 期 的 糖 基 化 修饰 不 同 ， 因 此 
分 子 量 不 同 ; 也 可 能 是 被 中 肠 坏 境 中 分 泌 的 重 日 酶 
降解 为 低 分 子 量 的 和 蛋白。 此外， 中 上 肠 和 围 食 膜 中 检 
测 到 的 重 白 分 子 量 大 小 不 同 ， 可 能 是 乍 日 在 中 肠 分 
泌 到 围 食 膜 过 程 中 ， 被 中 肠 坏 境 中 的 蛋白酶 降解 ， 
其 分 子 机 理 还 需 进 一 步 研 究 。 

实验 中 发 现 ， 甜 莱 夜 蛾 围 食 膜 弹性 和 韧性 较 棉 
铃 虫 围 食 膜 差 。 棉 铃 虫 幼虫 中 肠 cDNA 表达 文库 篇 
МИНЕ ЕН, жыт ЕЛІ СК 
&, 2008), ， 而 甜菜 夜 蛾 幼虫 中 肠 cDNA 表达 文库 
鼎 选 得 到 几 了 丁 质 结合 蛋白 所 占 比 例 大 。 这 可 能 与 其 
弹性 和 韧性 有 关 ， 有 竺 进一步 研究 。 

目前 对 IM 的 研究 ， 主 要 在 研究 分 子 结构 特点 
并 利用 其 结构 特点 研究 其 围 食 膜 形成 机 理 ， 以 破坏 
围 食 膜 ， 实 现 害虫 综合 治理 。 已 有 研究 表明 ， 昆虫 
病毒 增 效 蛋白 、 儿 丁 质 酶 、 痰 光 增 白 剂 、 刚 采 红 和 
外 源 凝 集 素 等 生物 防治 促进 因子 可 以 与 围 食 膜 上 的 
特异 位 点 结合 ， 破 坏 围 食 膜 结构 ， 改 变 其 通 透 性 ， 
而 促进 病原 微生物 对 害虫 的 感染 ( Wang and 
Granados, 1997а, 1998, 2000; 张 严 峻 等 , 2000; Ж 
RÆ, 2003; WERFF, 2003; 张 小 霞 等 ，2006 )。 
ААЭ [15 2] Y S81 8H SI Ti ИЖ EA SAT 5 
Ж ORF， 并 对 其 进行 表达 、 组 织 定位 ， 为 进一步 
研究 ПМ 结构 和 功能 ， 寻 找 生 物 防 治 新 计 标 黄 定 了 
理论 基础 。 
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